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西 对 脂 多 糖 诱 导 的 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 氧化 损伤 的 保护 作 


I 
au 


(内 蒙古 农业 大 学 动物 科学 学 院 ， 呼 和 浩特 010018) 


ii ”要 : 本 试验 旨 在 研究 硒 (Se) 对 脂 多 糖 LPO 诱导 的 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 


化 损伤 的 保护 作用 及 其 机 制 。 将 贴 壁 生 长 的 第 3 代 BMEC 随机 分 为 8 


VM ZAHA 
Cninak iva ve HA 


(BMEC) 氧 


H, 4H 6 个 重复 ， 


每 个 重复 1 个 培养 孔 。 对 照 (CON) 组 采用 基础 培养 液 ， 不 添加 Se 和 LPS， 培 养 30 h; LPS 


组 和 6 个 Se 保护 组 在 基 而 
200 nmol/L), 5f 24 h JA, 加 入 1 ug/mL LPS 作为 外 源 刺激 作用 6h。 结果 表 


ZAREK, LPS 4 


(SelP) 含量 也 显著 下 i 


IH 


i GNOS) T PE LSE AA E A 


H BMEC 的 相对 增殖 


培养 液 中 分 别 添加 不 同 水 平 的 Se (0、10、20、50、100、150 和 


明 : 1) 与 CON 


率 显 著 下 降 (P<0.053)， 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 (GPx) 、 硫 


氧 还 蛋白 还 原 酶 (TrxR ) 、 总 超 氧化 物 歧化 酶 CT-SODO 、 过 氧化 氨 酶 (CAT ) 活性 和 总 抗 


氧化 能 力 CT-AOCO 均 显 著 下 降 (P<0.05)，GPxl 和 TrxR1 的 基因 和 和 蛋白 表达 量 、 硒 蛋白 P 


iim, 炎症 因子 肿瘤 坏死 因子 -uCTNF-a) 、 白 


和 和 白介素 -6 CIL-60. 含量 及 其 基 


大 


表达 量 ,， 活 性 氧 ROS) WAVE, WOH (MDA) 含量 均 显 


周 (P<0.05); 而 LPS 组 的 一 氧化 氮 (NO) 含量 ， 诱 导 型 一 氧化 氮 合 


介 素 -1 (IL-1) 


著 升 高 (P<0.05)， 丝 裂 原 活化 蛋白 激酶 MAPK) 信号 通路 相关 因子 p38 丝 裂 原 活化 蛋白 激 


酶 (p38MAPKO, c-Jun 氨基 


CAT、GPx、TrxR 7&1 


ifj NO 含量 ，iNOS 活性 及 其 基 


MDA 含量 呈 先 降低 后 升 高 的 趋 


m ol a 


量 呈 相似 变化 。2) 与 LPS 组 相 比 ，Se B^ 


(JNK)、 细 胞 外 信号 调节 激酶 1/2 (ERK1/2) 的 基因 表达 


HRE Se 添加 水 平 的 增加 ， 相 对 增殖 率 , 工 SOD、 


大 


ALIAS, MAPK 信号 通路 相关 基 


TS 


AKSE, IEA TNF-a, IL-1. IL- 


E, T-AOC, GPxl. TrxR1 基因 和 和 蛋白 表达 量 均 呈 先 升 高 后 下 降 趋 势 ; 


6 含量 及 其 基 


F ERK1/2, JNK, p38MAPK 的 基因 表达 量 ，ROS 活性 ， 


势 ; 以 20~100 nmol/L Se 保护 效果 较 好 ,综合 来 看 50 nmol/L Se 


保护 效果 最 好 。 结 果 提 示 ，Se 可 提高 BMEC 的 抗 氧化 功能 ， 对 LPS 引起 的 细 


有 保护 作用 ， 其 机 
的 大 量 释放 ， 但 过 高 水 平 的 Se 会 对 细胞 造成 损伤 。 培 养 液 中 20~100 nmol/L Se 的 保护 作用 
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25 ” 较 好 ， 尤 其 以 50 nmol/L Se 效果 最 好 。 


26 ”关键 词 : 硒 代 蛋氨酸; 脂 多 糖 ， 奶 牛乳 用 上皮 细胞 ， 氧 化 损伤 ， 保护 作用 


27 ”中 图 分 类 号 : S823 


28 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 (bovine mammary epithelial cell, BMEC) 是 乳 成 分 合成 与 分 泌 的 重要 


29 ”场所 ， 其 生物 合成 能 力 决定 了 奶牛 乳腺 的 产 奶 潜力 趾 。 泌 乳 期 的 BMEC 由 于 高 代谢 率 引 起 


30 ”的 大 量 氧 自由 基 蕾 积 , 这 是 诱发 细胞 氧化 损伤 及 抗 氧化 机 能 降低 进而 引起 乳房 炎 等 代谢 性 疾 
功 


31 ” 病 和 乳品 质 降低 的 重要 原因 之 一 趾 。 微 量 元 素 硒 (Se) 主要 通过 合成 硒 蛋 白 发 挥 其 生物 学 : 


32 ”能 ， 对 奶牛 的 抗 氧化 功能 和 免疫 功能 具有 显著 促进 效果 丫 。 一 些 研究 也 指出 ， 在 饲 粮 Se HE 


33 ” 荐 需要 量 的 基础 上 ， 适 当 提 高 Se 水 平 可 进一步 提高 抗 氧化 功能 外 ， 但 关于 其 影响 机 制 尚 不 
S$ 34 ”完全 清楚 。 因 此 ， 深 入 研究 Se 对 乳腺 氧化 应 激 损伤 的 缓解 作用 及 其 机 理 ， 为 在 生产 中 科学 


T 35 ” 补 加 Se、 保 证 奶牛 乳腺 健康 和 改善 乳品 质 具 有 重要 的 理论 与 实际 意义 。 


© 36 AMME NO) 是 由 诱导 型 一 氧化 氮 合 酶 (inducible nitric oxide synthase, iNOS) 催化 
N 37 “ 工 - 精 氮 酸 经 多 步 氧化 还 原 反应 生成 的 气体 信号 分 子 。 研 究 证 实 ，NO 具有 双向 调节 功能 


© 38 ”方面 , 适量 的 NO 参与 机 体 多 种 生理 活动 ， 并且 具有 抗菌 及 抗 肿 瘤 作用 ,保护 动物 免 受 外 界 


Al 39 AKRAP, A, EN NO 还 会 导致 活性 氮 的 产生 、 细 胞 信号 通路 的 阻 断 ， 诱 导 


40 ”机体 发 生 氧 化 应 激 及 炎症 反应 由。 一 些 研究 指出 ， 硒 代 和 蛋氨酸 可 下 调 鼠 软骨 细胞 中 可 诱导 


41 iNOS 和 环 氧 合 酶 -2 产生 的 白介素 -1B《〈 民 -18) 基因 的 表达 ， 进 而 抑制 NO 和 前 列 腺 素 E2 的 


42 KEFEN, Feret 等 图 的 研究 指出 ， 硫 氧 还 蛋白 Cthioredoxin, Trx) (KAT HPA BREE 


43 ”细胞 免 受 NO 引起 的 损伤 ， 细 胞 对 NO 损伤 作用 的 易 感性 与 硫 氧 还 蛋白 还 原 酶 〈thioredoxin 


44 reductase,TxR) 和 Trx 的 基因 表达 量 呈 负 相关 。Obata 等 四 指出 p38 丝 裂 原 活化 蛋白 激酶 (p38 


45 mitogen-activated protein kinase,p38MAPK ) 信号 通路 的 激活 能 促进 单 核 巨 吹 细 胞 产生 肿瘤 坏 


46 JEN F-a (tumor necrosis factor-0,TNF-a)、 白 介 素 -1 (IL-1)、 白 介 素 -6 (IL-6) 等 多 种 细胞 


47 ”因子 的 基因 表达 ; 引起 细胞 内 iNOS 基因 的 表达 量 增加 ， 产 生 大 量 NO。 细 胞 凋 亡 信 号 激酶 


48 -1 (apoptosis signal-regulating kinase-1,ASK-1) 是 MAPK 信号 通路 的 上 游 激 动 剂 ， 还 原型 


49 — Trx 转变 为 氧化 形式 时 ，ASK-1 被 激活 ， 从 而 激活 MAPK 信号 通路 "MM。 体 内 和 体外 研究 结 


so ” 果 得 出 ,Se 可 以 增加 奶牛 血液 和 BMEC 的 TrxR 活性 ,改善 其 抗 氧化 功能 ,减缓 氧化 损伤 1。 


51 ”这 些 研究 提示 ，Se 对 BMEC 氧化 损伤 的 保护 作用 机 制 可 能 通过 增强 硒 和 蛋白 TrxR 活性 调节 
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MAPK 信号 通路 来 影响 细胞 因子 IL 的 产生 ， 进 而 调节 NO 的 生成 ， 但 相关 研究 其 少 ， 确 切 


机 理 需要 进一步 探讨 。 脂 多 糖 Clipopolysaccharide,LPS) 诱发 的 奶牛 乳腺 炎 模 型 被 国际 公认 


是 研究 乳房 炎 的 主要 病理 模型 中 。 本 课题 组 利用 LPS 为 应 激 源 ， 诱 导 BMEC 产生 大 量 的 


NO,， 己 成 功 建立 了 细胞 的 氧化 应 激 模型 中 。 鉴 此 ， 本 试验 以 LPS 诱导 BMEC 氧化 应 激 ， 


主要 从 TrxR 活性 和 MAPK 信号 通路 与 NO 的 关系 的 角度 ， 研 究 不 同 水 平 Se 对 细胞 损伤 的 


预 保护 作用 及 其 可 能 机 理 ， 为 提高 奶牛 乳腺 组 织 抗 氧 化 功能 、 科 学 补 加 Se 和 保障 乳腺 健康 
提供 理论 依据 。 
1 材料 与 方法 


oe 


1.1 BMEC 的 培养 


BMEC 采用 胶原 酶 消化 法 获得 。 于 内 蒙古 自治 区 呼和浩特 市 北 亚 清真 冷库 挑选 3 头 健 


康 的 奶牛 ， 和 采集 乳腺 组 织 ， 剪 去 外 层 组 织 ， 取 数 块 深层 组 织 依次 经 含有 3x 双 抗 的 磷酸 盐 组 


冲 液 (PBS) 清洗 3 遍 、75% 酒 精 清洗 l1. G4 1x 双 抗 的 PBS 清洗 3. TERE BIRLA 1 


mm 大 小 的 小 块 于 5 mL 离心 管 中 ， 充 分 剪 碎 后 加 入 等 体积 的 0.5% 胶 原 酶 工 ， 置 于 COS f 


温 培养 箱 CHF240,HealFORS,37 CM 5% CO 中 消化 1h。 将 消化 液 用 so 目的 细胞 滤 网 过 


滤 ， 收 集 滤 液 于 15 mL 的 离心 管 中 , 离 心 后 弃 上 清 。 所 得 沉淀 用 PBS 重新 悬浮 离心 ， 弃 去 上 


清 ， 所 得 沉淀 用 培养 液 重新 悬浮 细胞 后 接种 于 25 cm 的 培养 瓶 中 ， 置 于 CO, 恒 温 培 养 箱 中 
培养 。 待 原 代 细胞 的 贴 壁 率 达 到 80%~90% 时 ,进行 细胞 纯化 及 传代 。 将 分 离 纯化 后 的 BMEC 


经 严 光 免疫 细胞 染色 法 鉴定 后 , 连续 培养 到 第 3 代 , 将 其 分 别 接种 于 试验 设计 要 求 的 细胞 培 


FLP, 加 入 完全 培养 液 在 37‘C、5%CO, 条 件 下 培养 细胞 , 当 细 胞 贴 壁 率 达 到 80%~90% 


时 ， 弃 去 旧 培 养 液 ， 加 入 新 的 不 含 胎 牛 血清 的 培养 液 饥饿 培养 24 h 之 后 ， 按 照 试 验 设 计 进 


行 后 续 试 验 。 


1.2 试验 设计 


LPS (L4391) 和 硒 代 和 蛋氨酸 (Se WM, ALE 989683132) 均 购 自 Sigma 公司 。 


以 LPS 诱导 BMEC 氧化 损伤 ， 建 立 氧化 损伤 模型 ，LPS 作用 时 间 及 作用 浓度 参照 高 瑞 


峰 中 的 研究 结果 确定 。 将 贴 壁 生长 的 第 3 代 BMEC 随机 分 为 8 组， 每 组 6 个 重复 ， 每 个 重 


f 1 个 培养 孔 。 对 照 (CON) 组 采用 基础 培养 液 ， 不 添加 Se 和 LPS， 培 养 30 h; LPS 组 利用 


基础 培养 液 培 养 24h 后 ， 加 入 1 hg/mL 的 LPS 作用 6h; 不 同 水 平 Se 保护 组 分 别 在 基础 培 


| EN 
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79 养 液 中 添加 10(LSe10 组 )、20 (LSe20 组 )、50 (LSe50 组)、100 (LSe100 组 )、150 (LSe150 


80 组 ) & 200 nmol/L 的 Se (LSe200 2H), 3598 24h Ja, JMA 1 ug/mL 的 LPS 作用 6h。 基 础 


81 ”培养 液 中 蛋氨酸 的 浓度 为 115 588.99 nmolL， 因 此 硒 代 蛋氨酸 的 补 加 对 基础 培养 液 蛋氨酸 
82 ”浓度 的 影响 很 小 。 
83 ”1.3 测定 指标 与 方法 


84 13. 相对 增殖 率 


85 BMEC fI 3 58 SC HIEMS (MTT) 法 测定 。 将 第 3 代 BMEC teeth T- 96 和 孔 培 


86 ” 养 板 中 ， 按 照 试验 设计 培养 ， 向 各 培养 孔 中 加 入 20 uL 的 MTT (5 mg/mL)， 培 养 4h 后 ， 


87 ” 弃 去 上 清 液 ， 甩 板 并 拍 干 液体 ， 再 向 每 孔 加 入 100 uL 二 甲 基 亚 碘 ， 使 用 全 自动 酶 标 仪 


88 (Synergy 4,BioTek) 振荡 10 min 后 ， 检 测 各 孔 490 nm 吸光 度 值 COD490 nm)。 


89 相对 增殖 率 〈%) = CONUS ZH. ODso0nm/CON 组 OD400 nm) x100。 


90 132 抗 氧化 功能 及 炎症 因子 


91 将 第 3 代 BMEC 甚 液 接 种 于 60 mm 细胞 培养 下 中 ， 按 照 设 计 要 求 培 养 30 h 后 ,收集 细 


92 ” 胞 培养 液 于 1.5 mL Eppendorf 管 中 15 455 Xeg 离心 10 min， 收 集 上 清 液 用 于 抗 氧化 功能 、 炎 


93 ” 症 因子 舍 量 的 测定 。 总 抗 氧化 能 力 “T-AOC) 采用 钼 酸 铵 显 色 法 测定 ， 总 超 氧化 物 歧化 酶 


94 (T-SOD) 活性 采用 黄 味 叭 氧化 酶 法 测定 ， 过 氧化 氨 酶 (CAT ) 活性 采用 比 色 法 测定 ，iNOS 


95 ， 活性 及 硒 和 蛋白 P(SelP) NO. IL-1, IL-6, TNF-a 的 含量 均 采 用 酶 联 免疫 吸附 测定 法 测定 ， 


96 体操 作 按照 试剂 盒 说 明 书 进行 ， 试 剂 盒 购 自 美国 R&D 公司 。 


97 将 上 述 弃 去 细胞 培养 液 后 的 细胞 培养 外 置 于 冰 上 , 加 入 1mLPBS 清洗 2 38, 加 入 1 mL 


98 “动物 细胞 裂解 液 于 冰 上 裂解 30 min， 用 细胞 刊 板 刊 取 贴 壁 细胞 ， 收 集 于 1.5 mL Eppendorf 


9 ”离心 管 中 ，4 C. 15455Xg 离心 10 min， 收 集 上 清 液 用 于 细胞 内 的 抗 氧化 功能 的 测定 。 其 


100 ”中 ， 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 (GPx) 活性 采用 二 硫 代 二 硝 基 茶 甲 酸 法 测定 ， 丙 二 醋 (MDA) 


101 ”含量 采用 硫 代 巴 比 妥 酸 法 测定 ,操作 均 按 照 试剂 盒 说 明 书 进行 ,试剂 盒 购 自 南京 建成 生物 研 


102 FAT. WIE (ROS) 及 TrxR 活性 均 采 用 酶 联 免 疫 吸 附 测定 法 测定 ， 具 体操 作 按照 试剂 盒 


103 ”说 明 书 进行 ， 试 剂 盒 购 自 美国 R&D 公司 。 细 胞 内 的 GPx 活性 、MDA 含量 换算 为 总 蛋白 质 


104 m, MEARS KACO (BCA) 法 测定 ， 试 剂 盒 购 自 北 京 碧 云天 公司 。 


105 1.3.3 细胞 内 基因 的 相对 表达 量 
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以 B- 肌 动 蛋 


Á CB-actin) 作为 内 标 基 


Al, 采用 实时 荧光 定量 PCR 技术 测定 细胞 中 GPx1、 


GPx4, SelP, TrxR1, iNOS, IL-1, IL-6, TNF-a, p38MAPK, c-Jun 氨基 端 激 酶 (c-Jun N terminal 


kinase, JNK). 4 
表达 量 。 
1.3.4 细胞 内 有 蛋 


以 B-actin 作为 内 参 和 蛋白 
L3 个 重复 。 主 要 操作 步 又: 将 30 hg 蛋白 质 样品 与 Sx 上 检 
上 样 针 将 样品 加 到 点 样 孔 内 。 和 蛋白 


蛋白 表达 量 ， 每 个 处 到 


4:1 的 体积 比 混 合 


REE AR BE C80 


50 min)。 转 膜 完 成 后 ， 用 Tris I (TBST) 洗涤 膜 3 次 ,每 次 5 min, BNA 1h, 4 


胞 外 信号 调节 激酶 1/2(extracellular signal-regulated kinas 1/2,ERK1/2) 的 基因 


白 表 达 量 


， 于 王者 仪 变性 $ min 


V. 30 min)、 分 离 胶 (120 V. 90 min) H 


Ja,» A 


; KFA Western Blot 法 测定 BMEC 内 GPx1, TrxR1 和 iNOS 的 


Ll 缓冲 液 以 
质 分 别 依 


电泳 分 离 ， 之 后 进行 转 膜 〈100 V、 


后 用 TBST 洗涤 膜 1 次 ， 每 次 $ min。 将 膜 分 别 在 4 'C 条 件 下 过 夜 进行 一 抗 [ 免 抗 B-actin 多 


克隆 抗体 (20536-1-AP,Proteintech,1:2 000 稀释 )、 免 抗 GPx1 多 克隆 抗体 (ab22604,Abcam,1:1 


000 稀释 )、 免 抗 TrxR1 多 克隆 抗体 (ab16840,Abcam,1:500 稀释 ) 和 免 抗 iNOS 多 克隆 抗体 


(NBP1-97471,Novus Biological,1:1 000 稀释 ) 贱 育 ， 次 日 进行 二 抗 孵育 ， 与 阁 根 过 氧化 物 


IH 


发 光 试 剂 盒 进行 


显 色 ， 并 在 凝 胶 成 像 仪 


对 图 像 进行 灰 度 值 分 析 ， 并 计算 目的 蛋白 表达 量 
目的 蛋白 灰 度 值 /内 参 蛋 白灰 度 值 。 


目的 蛋白 表达 量 = 


1.4 试验 数据 处 理 与 分 析 


试验 数据 经 采 


< 用 SAS 9.0 统计 软件 


H (HPRO 标记 的 山羊 抗 免 二 抗 (04-15-06,KPL,1:1 000 稀释 ) IIE A Ih. H 


H ECL 超 敏 


(ImageQuant RT ECL,GE) 上 照相 。 用 ImageJ 软件 


EE， 计 算 公式 如 下 : 


中 的 方 


差分 析 (ANOVA) 程序 进行 显 


«0.05 表示 差异 显著 ，0.05 三 P=0.10 表示 差异 趋 于 显著 。 


2 结 R 


2.1 细胞 形态 、 相 对 增殖 率 、 抗 氧化 功能 及 炎症 因子 含量 


如 表 1 及 图 


细胞 形态 明显 固 缩 ， 相 对 增殖 率 显 著 下 降 (P<0.05)， 较 CON 组 降低 23.57%; 


1 所 示 ， 与 CON 组 相 比 ，LPS 组 的 细 


TSOD、CAT、GPx、TrxR 活性 ， 工 AOC 


活性 , NO. MDA 


，SelP € 


及 炎症 因子 TNF-a, IL-1 78 IL-6 含量 旺 相反 变化 规律 , 显著 升 高 


著 性 分 析 ，P 


胞 形态 发 生 了 改变 ， 细 胞 界限 不 清 ， 
抗 氧化 指标 


含量 均 显 著 降低 (P<0.05), mi ROS 和 iNOS 


(P<0.05 )。 


133 5 LPS 组 相 比 ，Se 保护 组 中 的 LSe20、LSe50、LSel100 和 LSel150 组 的 细胞 形态 固 缩 情 
134 ， 况 有 所 缓解 ， 相 对 增殖 率 显 著 升 高 (P<0.05) , LSe50 组 为 Se 保护 组 中 最 高 ， 且 显著 证 
135 ”其 他 各 试验 组 (P<0.05)，LSe10、LSe200 组 无 显著 变化 (P>0.05); LSe20, LSe50, LSe100 
136 ”组 的 TAOC、CAT 和 TrxR 活性 均 显 著 高 于 LPS 组 (P<0.05) ， 且 LSe50 组 为 Se 保护 组 中 
137 ”最 高 , (E LSe10, LSe150, LSe200 组 与 LPS 组 无 显著 差异 CP»0.05). LSe50, LSe100. LSe150 
138 ”组 的 GPx 活性 显著 高 于 LPS 组 (P<0.05) , VA LSe100 组 为 Se 保护 组 中 最 高 ， 但 LSel0, 
139 ”LSe20、LSe200 组 与 LPS 组 无 显著 差异 (P>0.05)。 所 有 的 Se 保护 组 TSOD 活性 均 高 于 LPS 
140 «4H, LA LSe50 组 为 Se 保护 组 中 最 高 。LSe50 组 的 SelP 活性 显著 高 于 LPS 组 (P<0.05) ， 其 
141 ” 余 各 Se 保护 组 均 与 LPS 组 差异 不 显著 (P>0.05)。 所 有 Se 保护 组 的 MDA 含量 及 ROS 活性 
142 ” 均 显 著 低 于 LPS 组 (P<0.05)， 且 以 LSe50 组 最 低 ，NO 含量 与 iNOS 活性 也 星相 似 变化 规 
143 #8, (H NO 含量 以 LSe100 组 最 低 ,iNOS 活性 以 LSe50 组 最 低 ,LSe200 组 的 NO 含量 与 iNOS 
144 ”活性 均 与 LPS 组 无 显著 差异 (P<0.05) 。LSe50、LSe100 组 TNF-a & IL-1 含量 及 LSe20、 
145 ”LSe50 组 的 IL-6 含量 均 显著 低 于 LPS 组 (P<0.05) ， 其 他 Se 保护 组 与 LPS 组 均 无 显著 差异 
146 (P>0.05). 
147 
148 
149 
150 
151 
152 图 1 Se Xt LPS 诱导 氧化 损伤 的 BMEC 形态 的 影响 
153 Fig.l Effects of Se on morphology of BMEC oxidative damaged by LPS (100X ) 
154 X1 Se 对 LPS 诱导 氧化 损伤 的 BMEC 相对 增殖 率 、 抗 氧化 功能 及 炎症 因子 含量 的 影响 
155 Table 1 Effects of Se on RGR, antioxidant function and inflammatory cytokine contents in BMEC oxidative 
156 damaged by LPS 
een: 组 别 Groups 
CON LPS LSel0 LSe20 LSe50 LSe100 LSe150 LSe200 
相对 增殖 率 RGR/% 100.00° — 76.43* 81.03% 82.71° 88.81° 83.73° 81.74* 73.07* 1.50 
总 超 氧 化 物 歧化 酶 à f a : b a de be 
T-SOD/ (U/mL) 22.03 15.35 18.06 17.56 20.37 18.90 18.04 19.48 0.42 
总 抗 氧 化 能 力 265" 107 189” 201 — 30 199" 173 140  — 026 


P (li P-value 
«0.000 1 
«0.000 1 


«0.000 2 


T-AOC/ (U/mL) 
WA Ae CAT/ a c bc b ab b bc c 

2.60 1.57 1.88 2.13 2.31 2.12 1.92 1.88 0.14 0.000 3 

(U/mL) 

4 b H ost ute p a e de cde bc b cd de 

44.49 19.74 23.07 25.78 30.43 36.78 28.43 2147 1.98 «0.000 1 
GPx/(U/mg prot) 
硫 氧 还 蛋 白 还 原 酶 a d cd be ab ab d d 

58.17 24.76 33.17 40.91 49.44 47.99 23.92 24.84 3.09 <0.000 1 
TrxR/(pg/mL) 

2x a e bc bc ab © c be 

mA P SelP/ng/mL) ^ 10.50 8.82 9.3] 9.42 9.96 9.08 8.87 9.5] 0.22 0.000 1 
两 二 醛 bcd a b be d cd be be 

3.06 4.30 51 ; 2.6 2. 23 45 0.16 <0.000 1 
MDA/(nmol/mg prot) 3 : 337 i a A 3 
R be a b b c b b b 
活性 氧 ROS/(U/mL) 149.78 182.43 157.57 157.43 135.37 160.07 157.13 166.25 4.93 <0.000 1 
v5 5 :型 氧化 氮 合 酶 d a ab be d cd be a 0 63 <0 000 1 
4.07 10.86 9.55 7.63 4.77 6.03 8.30 11.28 ; l 
iNOS/(U/mL) 
一 氧化 所 NO/ 


bc a be c € c bc ab 
188.17 216.33 192.94 184.50 181.58 177.19 192.94 203.39 4.97 0.000 8 
= Cumol/L) 


Wn 


大 | 于 -a 


be ab ab 
200.75 215.38 215.38 4.88 <0.000 1 


d ab be be 124.46 cd ab a 
113.61 146.87 135.59 134.67 d 125.11 143.19 149.05 3.95 «0.000 1 
294 13 
bc a ab c 3 abc abc a 
296.13 326.40 317.07 288.13 I 310.53 310.27 322.67 7.27 0.004 7 
157 同行 数据 肩 标 相同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)， 不 同 字 母 表示 差异 显著 (P<0.05). FIRJ. 
158 Values in the same row with the same or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), 


159 while with different letter superscripts mean significant difference (P<0.05). The same as below. 


160 22 抗 氧 化 酶 和 炎症 因子 的 基因 和 和 蛋白 表达 量 


161 如 表 2 和 图 2 Pras, 5 CON 组 相 比 ，LPS 组 的 GPx1 和 TrxR1 基因 和 蛋白 表达 量 均 显 


162 DK CP<0.05)， 而 iNOS EAE ARIAS. AERIS (TNF-a. IL-1 £l IL-6) MAPK 信 


163 ”号 通路 相关 因子 (p38MAPK. JNK, ERKV2) 基因 表达 量 呈 相反 变化 规律 ， 均 显著 升 高 


164 CP«0.05). 


165 与 LPS ZA48 Lt, LSe20. LSe50. LSe100 组 的 GPx1 和 TrxR1 基因 表达 量 , LSe50. LSe100. 


166 LSel50. LSe200 组 的 SelP 基因 表达 量 均 显 著 升 高 (P«0.05), LSe50 组 的 TrxR1. SelP 基因 


167 KEEN Se 保护 组 中 最 高 。Se 保护 组 GPx] 和 TrxR1 的 蛋白 表达 量 均 显 著 高 于 LPS 组 


168 (P<0.05)， 最 高 值 也 出 现在 LSe50 2H. 5 LPS 组 相 比 ，LSe20、LSe50、LSel100 组 的 IL-1 


169 ”基因 表达 量 及 iNOS 基因 和 和 蛋白 表达 量 均 显著 降低 (P<0.05), LSe50 组 为 Se 保护 组 中 最 低 ， 


170 ”LSe200 ZH IL-1 和 iNOS 基因 表达 量 反 而 显著 升 高 (P<0.05) 。 所 有 Se 保护 组 的 TNF-a 基因 


171 


172 


173 


174 


175 


176 


177 


178 


项 目 Items 
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表达 量 均 显著 低 于 LPS 组 (P<0.05) ，LSe50 组 Se 保护 组 中 最 低 。MAPK 信号 通路 相关 的 


基因 表达 量 与 上 述 炎 症 因子 呈现 相似 的 变化 趋势 , 与 LPS 组 相 比 , p38MAPK (LSe20、LSe50、 


LSel100、LSe150 组 ) 与 ERK1/2(LSe20、LSe50、LSe100 组 ) 的 基因 表达 量 均 显著 降低 (P<0.05)， 


且 以 LSe50 组 为 Se 保护 组 中 最 低 。 所 有 Se 保护 组 的 JNK 基因 表达 量 均 显著 低 于 LPS 组 


CP«0.05), LA LSe100 组 为 其 组 中 最 低 。 


表 2 Se 对 LPS 诱导 氧化 损伤 的 BMEC 抗 氧化 酶 和 炎症 


T 
> 


子 基因 及 和 蛋白 表达 量 的 


E 
BAJE 


Table2 Effects of Se on expressions of genes and proteins of antioxidant enzymes and inflammatory cytokines in 


EX . 
Gene expressions 


过 氧化 物 酶 1 GPx 


To) Ait EY Ot Sut TUNE 4 GP x4 


ET-a TNF-a 


C 透 导 型 一 氧化 氨 合 酶 iNOS 
p38 丝 裂 原 活化 蛋白 激酶 p38MAPK 


secun 氨基 端 激 本 
CAMS VAT RAE 1/2 ERK1/2 


Saxe 


JNK 


& Protein expressions 


长 白 还 原 酶 1 TrxR1 


合 
诱导 型 


CE 
PEHE FUEN 


ft 1 GPx1 


氧化 氮 合 酶 iNOS 


179 


180 


181 


182 


183 


184 


185 


186 


BMEC oxidative damaged by LPS 
组 别 Groups 
CON LPS LSel0 LSe20 LSe50  LSel00  LSe150 


ab d cd a ab b c 
1.00 0.30 0.51 1.07 0.93 0.84 0.54 
1.00 1.21 1.29 1.49 1.48 1.33 1.46 


de d 


a f c c b c d 
1.00 0.23 0.38 0.40 0.71 0.47 0.34 

de e de cde a ab ab 
1.00 0.59 0.93 1.37 3.57 2.92 2.57 

f b b cd e de be 
1.00 14.12 13.65 10.09 6.57 7.78 12.69 

c a a a bc ab 
1.00 2.15 2.04 2.08 1.16 1.96 


e a bc c d bc bc 
1.00 19.16 13.18 11.06 7.33 12.34 13.03 


f b bc cd ef de bc 
1.00 2.33 2.02 1.71 1.20 1.49 2.06 
a b ab a a a a 
1.00 1.89 1.49 1.35 1.08 1:23 1.21 
d a b bc bcd d cd 
1.00 3.57 2.14 1.84 1.48 1.05 1.21 
d a abc cd cd bed ab 
1.00 2.34 1.76 1.35 1.19 1.56 2.10 


0.904° 0.4446 0.7500 0.901% 1.031* 0.954? 0.912* 
0.618 0.3567 0.439" 0.622? 0.907 0.622! 0.593" 
0.78774 . 0.936* 0.928? 0.8107 0.682? 0.7685 0.848” 


1 2 3 4 5 6 7 8 


RKD) — wp e nnm t n m m cee f-actin 


mS (s == 一 -— 2 a TrxR1 


nn > Ill 


sx». — MEMMENEENEENEN .... 


SEM 
LSe200 
047” 0.06 
124 012 
027 003 
213" — 035 
1731 0.90 
243 05 
1506 0.78 
294 012 
149. 0.15 
183^ 023 
232 018 
0.718° 0.008 
0407 0.013 
0.928* 0.008 


1: CON 4H CON group; 2: LPS 组 LPS group; 3: LSel0 ZH. LSel0 group; 4: LSe20 组 LSe20 group; 


P fé P-value 


«0.000 1 
0.139 3 
«0.000 1 
«0.000 1 
«0.000 1 
0.005 9 
«0.000 1 
«0.000 1 
0.014 6 
«0.000 1 
0.000 2 


«0.000 1 
«0.000 1 
«0.000 1 
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187 5: LSe50 组 LSe50 group; 6; LSe100 4H LSe100 group; 7: LSe150 组 LSe150 group; 8: LSe200 组 LSe200 


188 group. 
189 图 2 Se 对 LPS 诱导 氧化 损伤 的 BMEC 抗 氧 化 酶 蛋白 表达 量 的 影响 
190 Fig.2 Effects of of Se on expressions of proteins of antioxidant enzymes in BMEC damaged by LPS 


1931 3 i i$ 


192 3.1 LPSi$5 BMEC 引起 的 氧化 损伤 


M 


胞 相对 增殖 率 、 抗 氧化 酶 活性 及 炎症 因子 含量 是 反映 细胞 氧化 应 激 状 态 的 主要 指标 。 


193 


194 ”正常 情况 下 , 体内 的 抗 氧化 酶 会 清除 多 余 的 自由 基 , 使 其 维持 在 生理 水 平 , 参与 机 体 的 信号 


195 EUA, iam S LPS 等 外 源 性 刺激 时 ， 会 产生 大 量 的 自由 基 并 集聚 '， 自 由 基 的 过 


> 196 ” 量 产生 会 直接 损伤 DNA、 蛋 白质 和 细胞 器 ， 促 进 细 胞 凋 亡 ， 启 动 炎症 介质 产生 594。 本 试验 


= 197 FA LPS 诱导 细胞 后 ， 与 CON 组 相 比 ，LPS 组 的 相对 增殖 率 降 低 了 23.57%, T-SOD, GPx, 


© 198 TR, CAT 等 抗 氧化 酶 活性 显著 下 降 ， 而 炎症 因子 TNF-a. IL-1 和 IL-6 的 含量 及 其 基因 表 


NI 199 ik&, MDA 含量 ， 自 由 基 ROS WM, NO AE, iNOS 活性 及 其 基因 和 蛋白 的 表达 量 显 著 


CÓ 200 JS, BLAH LPS 诱导 BMEC 发 生 了 氧化 损伤 。 研 究 报道 ，LPS 4 Toll 样 受 体 4 受 体 蛋白 识 


201 ” 别 将 信号 传 入 胞 浆 ， 引 起 MAPK 信号 通路 的 激活 ， 而 p38 通路 活化 可 使 细胞 内 iNOS 基因 


202 ”的 表达 量 增加 ， 产 生 大 量 NO， 过 高 含量 的 NO 导致 活性 氮 的 产生 、 细 胞 信号 通路 的 阻 断 及 


203 ”全 身 性 不 可 控制 的 炎症 发 生 ， 从 而 造成 机 体 组 织 损伤 中 。MAPK 信号 通路 的 激活 能 诱导 


204. NF-kB 通路 活化 ， 活 化 的 NF-KB 促使 炎症 因子 的 大 量 生 产 ， 进 而 引起 NO 的 大 量 释 放 ，NO 


205 ”的 过 量 释放 反 过 来 又 诱导 ERK1/2、p38MAPK 和 INK 活化 并 刺激 NF-KB 的 进一步 活化 ， 形 


206 ”成 恶性 循环 ,最 终 导 致 炎症 反应 ,造成 机 体 损伤 “1。 可 见 ，LPS 对 细胞 诱导 的 氧化 损伤 是 


207 ”通过 MAPK 信号 通路 的 激活 引起 炎症 因子 的 产生 , 进而 诱导 iNOS 基因 的 过 度 表达 和 NO 的 
过 


量 产 生 。 本 研究 发 现 , LPS 组 的 细胞 炎症 因子 含量 及 其 相关 基因 和 和 蛋白 表达 量 增加 的 同时 ， 


208 


209 MAPK 信号 通路 被 激活 ， 相 关 因 子 p38MAPK、JNK Æ ERK12 的 基因 表达 量 显 著 升 高 ， 进 


210 一步 验证 了 LPS 对 BMEC 诱导 的 氧化 损伤 与 其 NO 的 过 量 产 生 有 关 。 


211 32 Se 对 LPS 诱导 的 氧化 损伤 的 保护 作用 及 其 机 制 


212 本 研究 结果 显示 , 5 LPS 组 相 比 , Se 保护 组 降低 了 TrxR、GPx 等 抗 氧化 酶 活性 , TyxR1、 


213 GPx 基因 和 和 蛋白 的 表达 量 ， 降 低 了 MDA 含量 、ROS 活性 、NO 含量 、iNOS 的 基因 和 和 蛋白 
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214 ”表达 量 ， 并 下 调 了 炎症 因子 的 含量 及 基因 表达 量 ， 说 明 Se 可 以 提高 细胞 的 抗 氧化 功能 ， 对 


215 LPS 诱导 引起 的 BMEC 氧化 损伤 具有 保护 效果 。Se 作为 体内 抗 氧化 酶 如 TrxR、GPx 的 组 成 
216 ”成 分 , 通过 清除 体内 的 自由 基 而 发 挥 抗 氧化 性 损伤 的 作用 , 可 防止 生物 大 分 子 发 生 和 氧化 应 激 


217 ”反应 。 因 此 Se 对 BMEC 氧化 损伤 的 保护 机 制 与 硒 和 蛋白 活性 的 增强 有 关 。 过 量 NO 的 产生 是 


218 ”引起 细胞 产生 损伤 的 主要 原因 之 一 。Zhao 等 "1 的 研究 指出 ，Se 的 缺乏 引起 雏鸡 的 胰腺 组 织 


219 ”中 TxR 的 基因 表达 量 显 著 降低 ，iNOS 的 基因 表达 量 及 NO 含量 显著 升 高 。 研 究 发 现 ， 促 炎 


220 EAS IL-3B 可 诱导 细胞 内 的 iNOS 活性 升 高 和 其 基因 及 蛋白 表达 量 增加 ， 进 而 促进 NO 的 


221 KEAR, SRAM. i BANARAS OT ESE RAE IB. Se 是 通过 降低 炎症 因子 


222 ”的 基因 及 蛋白 表达 量 中 ,减少 了 炎症 因子 的 释放 ， 实 现 了 其 对 细胞 氧化 应 激 的 保护 作用 ， 


> 223 ”提高 了 细胞 的 抗 氧化 及 抑 炎 功能 。 本 研究 以 BMEC 为 对 象 的 研究 得 出 了 类 似 的 结果 ，Se 保 


= 224 ” 护 组 降低 了 炎症 因子 TNF-a, IL-1 M IL-6 含量 及 其 基因 表达 量 ， 结 合 抗 氧 化 功能 、 自 由 基 


© 225 ”含量 和 细胞 活性 的 变化 结果 说 明 ，Se 对 BMEC 氧化 损伤 的 保护 作用 与 其 降低 了 炎症 因子 的 
N 226 | EAM ARIA, F NOS 的 活性 降低 ， 进 而 减少 了 NO 的 大 量 生 成 有 关 。 


227 在 炎症 反应 中 , 细胞 因子 IL-18. IL-6 和 TNF-a 基因 表达 量 增加 与 信号 通路 MAPK 信号 


228 转 导 的 增强 有 关 ，Se 可 能 通过 调节 硒 蛋 白 的 表达 抑制 MAPK 等 信号 途径 参与 细胞 信号 转 导 


229 调控， 下 调 炎症 相关 基因 的 表达 并 促进 重建 免疫 稳 态 而 使 机 体 恢复 健康 请 。 MAPK 家 族 包 


230 4% p38MAPK, JNK 和 ERK， 它 们 分 别 可 被 上 游 相 应 的 激酶 活化 ， 其 中 ASK-1 是 MAPK 家 


231 ” 族 的 重要 成 员 ， 是 MAPK 信号 通路 的 上 游 激 动 剂 ， 还 原型 Trx 结合 在 ASK-1 的 N 端 区 域 ， 


232 ”起 抑制 其 活性 的 作用 ， 当 Trx 由 于 TrxR 活性 降低 转变 为 氧化 形式 时 ，ASK-1 被 激活 ， 从 而 


233 ”激活 MAPK 信号 通路 中 的 INK 和 p38MAPK 9。 巨 噬 细 胞 体外 培养 研究 表明 ，LPS 可 诱导 


234 MAPK 信号 通路 的 活化 ， 增 加 ROS 和 NO 的 产生 ， 而 加 Se 显著 降低 了 LPS 诱导 的 H2O， 的 


235 ”生成 以 及 p38 的 活化 中 ， 降 低 了 NO SHER AIF PEP, ane A E PERS Trx 基因 的 小 


236 PARZ RE A A NO 毒性 模型 ,研究 了 Trx 基因 的 表达 与 NO 的 关系 , 研究 发 现 Trx 


237 可 以 保护 小 鼠 神 经 岸 母 瘤 细 胞 免 受 NO 诱导 的 损伤 ,其 原因 可 能 是 Trx 的 S- 亚 基 能 绑 定 NO, 


238 ”减少 NO 含量 ， 清 除 氧 自 由 基 ， 提 高 细胞 抗 所 化 水 平 捐 。 本 课题 组 的 前 期 研究 指出 ，Se 的 


239 补 加 可 显著 增强 奶牛 血液 中 的 TrxR 活性 ， 促 进 奶 牛 的 抗 氧 化 功能 外 。 本 研究 结果 得 出 ，Se 


240 ”保护 组 的 TrxR 活性 及 TrxR1 基因 和 和 蛋白 表达 量 上 调 , 而 MAPK 信号 通路 相关 因子 的 基因 表 


hin ax | Vi oes AAT 


C 
v 


241 iA FW, 提示 BMEC 受到 LPS 损伤 后 ，Se 可 能 是 通过 上 调 硒 和 蛋白 TrxR1 的 基因 和 和 蛋白 表 


242 ike, IIT TrxR 活性 ， 抑 制 了 MAPK 信号 通路 的 活化 ， 进 而 通过 抑制 IL-1 的 产生 ， 降 


243 {KR iNOS 活性 ， 减 少 NO 的 释放 ， 从 而 对 BMEC 氧化 损伤 起 到 保护 作用 。 然 而 ， 本 研究 并 


244 ”未 对 TRI 基因 行 沉默 和 过 表达 ， 需 要 进一步 验证 。 


245 适宜 水 平 的 Se 可 以 促进 细胞 增殖 ， 增 强 抗 氧化 功能 及 免疫 功能 1; 而 高 水 平 的 Se 则 


246 ”抑制 细胞 增殖 ， 并 且 减 弱 机 体 抗 氧 化 功能 及 免疫 功能 ， 甚 至 导致 机 体 病理 性 损伤 94。 本 研 


247 ” 究 也 得 出 Se 对 BMEC 氧化 应 激 的 保护 作用 与 其 水 平 有 关 ，10 nmol/L 的 Se 对 BMEC 无 显 


248 ” 著 保 护 作 用 ,20~100 nmol/L 的 Se 保护 作用 较 好 , 尤其 50 nmol/LSe 的 保护 效果 最 好 。 然而 ， 


249 MÆ Se 水 平 进一步 增加 ,保护 作用 逐渐 减弱 ， 尤 其 是 200 nmol/L 的 Se 不 仅 没 有 保护 效果 ， 


wy 250 有 反而 引起 细胞 发 生 损 伤 。 这 可 能 是 由 于 Se 能 代 蔡 含 硫 化 合 物 中 的 硫 原 子 ， 对 多 种 酶 和 含 硫 


v— 251 ， 氮 基 酸 有 抑制 作用 ， 同 时 抑制 体内 的 抗 氧 化 过 程 而 产生 毒害 PC。Se 的 毒性 也 可 能 是 正常 金 


= 252 RTC FUSCE 76 38 AETB AAR e OUR AL IQ LR n] BERI E TII PLANES TRI IR 
N 253 — Ri, JETEBEGE AERE SUNL] AZAE, REFEREAM BUR Se 对 机 体 有 保护 作用 ， 但 其 毒 
CO 254 ”性 范围 较 小 ， 毒 性 剂量 大 概 在 营养 需要 的 3~5 倍 户 ]。 因 此 ， 合 理 控制 Se 的 添加 水 平 是 Se 


4 € 
C 


255 发挥 抗 氧 化 及 抑 炎 作用 的 前 提 。 


256 4 结 论 


257 (D Se 可 提高 BMEC 的 抗 氧化 功能 ， 对 LPS 引起 的 细胞 氧化 损伤 具有 保护 作用 ， 其 机 


— 258 ” 制 是 Se 增强 TrxR 活性 从 而 抑制 MAPK 信号 通路 的 激活 ， 最 终 减 少 NO 的 大 量 释放 ， 但 过 


Q 259 ”高 水 平 的 Se 会 对 细胞 造成 损伤 。 


260 © 培养 液 中 20~100 nmol/L Se 的 保护 作用 较 好 ， 尤 其 以 50 nmol/L Se 效果 最 好 。 
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Protective Effects of Selentum on Bovine Mammary Epithelial Cells Oxidative Damaged by 

Lipopolysaccharide 
GUO Yongmei ZHANG Boqi YAN Sumei SHIBinlin GUO Xiaoyu 

(College of Animal Science, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot 010018, China) 
Abstract: This experiment was conducted to investigate the protective effects of selenium (Se) on 
bovine mammary epithelial cells (BMECs) oxidative damaged by lipopolysaccharide (LPS) and 
the mechanism. The third-generation attachment cultured BMECs were randomly divided into 8 
groups with 6 replicates per group and 1 culture pore per replicate. BMECs in control group were 
cultured in a basal medium without Se and LPS for 30 h. BMECs in LPS group and Se protection 
groups were exposed in Se with different concentrations (0, 10, 20, 50, 100, 150 and 200 nmol/L) 
for 24 h, and then treated with LPS (1 ug/mL) for 6 h. The results showed as follows: 1) compared 


with CON group, the relative proliferation rate in LPS group was significantly decreased (P«0.05), 
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the activities of glutathione peroxidase (GPx), thioredoxin reductase (TrxR), superoxide dismutase 
(T-SOD) and catalase (CAT), and total antioxidant capacity (T-AOC) in LPS group were 
significantly decreased (P<0.05), and expressions of genes and proteins of GPx1 and 7rxR1 and 
selenoprotein P (SelP) content in LPS group was significantly decreased (P<0.05); however, nitric 
oxide (NO) content, activity, gene and protein expressions of inducible nitric oxide synthase 
(iNOS), contents and gene expressions of inflammatory factors [tumor necrosis factor-alpha 
(TNF-a), interleukin-1 (IL-1) and interleukin-6 (IL-6)], active oxygen (ROS) activity, and 
malondialdehyde (MDA) content in LPS group were significantly increased (P<0.05), and gene 
expressions of factors related to the mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling pathway 
[p38 mitogen-activated protein kinase (p38MAPK), c-Jun N terminal kinase (JNK) and 
extracellular signal-regulated kinas 1/2 (ERK1/2)] in LPS group showed the same tendency. 2) 
Compared with LPS group, with the increase of Se supplemental level in Se protection groups, 
relative proliferation rate, activities of T-SOD, CAT, GPx and TrxR, T-AOC, gene and protein 
expressions of GPxl and 7rxR1 were increased first and then decreased; while NO content, 
activity, gene and protein expressions of iNOS, contents and gene expressions of inflammatory 
factors [TNF-a, IL-1 and IL-6], gene expressions of factors related to MAPK signal pathway 
[ERK 1/2, JNK and p38MAPK], ROS activity, and MDA content showed the opposite trend; Se at 
20 to 100nmol/L showed better protection effects, and in general Se at 50nmol/L showed the best 
protection effects. The results indicate that Se improves the antioxidant function of BMECs, and 
protects cells from oxidative damage induced by LPS mainly by increasing TrxR activity, 
inhibiting the activation of MAPK signaling pathway, and then decreasing NO content, however, 
high level of Se can cause damage to cells. Se at 20 to 100 nmol/L in culture medium has a better 
protection effect, and Se at 50 nmol/L has the best effect. 

Key words: selenomethionine; lipopolysaccharide; bovine mammary epithelial cell; oxidative 


damage; protective effect 


